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RESUMEN 
 
Ante los inconvenientes que presentan los tratamientos convencionales 
de procesado de zumos de frutas, surgen alternativas que conservan mejor 
los compuestos responsables de su funcionalidad y calidad organoléptica, 
tales como la homogeneización a altas presiones.  
Por otra parte, existen ingredientes, tales como la trehalosa, que se 
podrían incorporar a la formulación de estos zumos para mitigar el efecto 
negativo de las operaciones de procesado.  
En este trabajo se evalúa el efecto de la concentración de trehalosa 
(desde 0 hasta 30% en peso) y la aplicación de altas presiones de 
homogeneización (desde 0 hasta 150 MPa) sobre las propiedades 
antioxidantes (contenido en fenoles totales, flavonoides totales y actividad 
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS-TEAC) de una bebida probiótica 
elaborada a partir de zumo de mandarina comercial y Lactobacillus salivarius 
spp. salivarius. 
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el efecto protector que la 
trehalosa ejerce sobre el microorganismo probiótico expuesto a altas 
presiones de homogeneización. Sin embargo, la presencia de trehalosa 
aumenta el daño por estrés osmótico lo que, pese a reducir el carácter 
probiótico del producto final, aumenta su contenido en fenoles y flavonoides 
totales.   
 
Palabras clave: homogeneización, trehalosa, antioxidante, Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius. 
 
 
RESUM 
 
Davant els inconvenients que presenten els trataments convencionals de 
processat de sucs de fruites, sorgeixen alternatives que conserven millor els 
compostos responsables de la seua funcionalitat i qualitat organolèptica, tals 
com l’homogeneïtzació a altes pressions. 
D’altra banda, existeixen ingredients, tals com la trehalosa, que es 
podrien incorporar a la formulació d’aquests sucs per a mitigar l’efecte 
negatiu de les operacions de processament.    
En aquest treball s'avalua l'efecte de la concentració de trehalosa (des de 
0 fins a 30% en pes) i l'aplicació d'altes pressions d'homogeneïtzació (des de 
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0 fins a 150 MPa) sobre les propietats antioxidants (contingut en fenols 
totals, flavonoides totals i activitat antioxidant pels mètodes DPPH i ABTS-
TEAC) d'una beguda probiótica elaborada a partir de suc de mandarina 
comercial i Lactobacillus salivarius spp. salivarius. 
Els resultats obtinguts posen de manifest l'efecte protector que la 
trehalosa exerceix sobre el microorganisme probiotic exposat a altes 
pressions d'homogeneïtzació. No obstant açò, la presència de trehalosa 
augmenta el dany per estrès osmòtic el que, malgrat reduir el caràcter 
probiotic del producte final, augmenta el seu contingut en fenols i flavonoides 
totals. 
 
Paraules clau: homogeneïtzació, trehalosa, antioxidant, Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius. 
 
 
ABSTRACT 
 
Given the drawbacks of conventional treatments of processed fruit juice, 
alternatives arise that preserves much better the compounds responsible for 
functionality and organoleptic quality, such as homogenization at high 
pressures. 
Moreover, there are ingredients such as trehalose, which could be 
incorporated into the formulation of these juices to mitigate the negative 
effect of processing operations. 
In this study the effect of trehalose concentration is evaluated (0 to 30% 
by weight) and applying high pressure homogenization (from 0 to 150 MPa) 
on the antioxidant properties (content of total phenols, total flavonoids and 
activity antioxidant by DPPH and ABTS-TEAC methods) of a probiotic drink 
made from commercial tangerine juice and Lactobacillus salivarius spp. 
salivarius. 
The results obtained show the protective effect that the trehalose exerts 
on the probiotic organism exposed to high pressure homogenization. 
However, the presence of trehalose increases the osmotic stress damage 
which, although it reduced the probiotic character of the end product, 
increases its phenolic total content and flavonoids. 
 
Key words: homogenization, trehalose, antioxidant, Lactobacilus 
salivarius spp. Salivarius. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años ha aumentado la variedad de productos alimenticios 
en el mercado, al mismo tiempo que el consumidor se ha vuelto más 
exigente a la hora de escoger un alimento para su consumo. En concreto, ha 
aumentado la demanda de alimentos funcionales, ricos en determinados 
compuestos a los que se atribuye propiedades beneficiosas para la mejora 
del estado de bienestar y  salud, o la reducción del riesgo de padecer una 
enfermedad (Roberfroid, 2002). En esta categoría de alimentos se incluyen 
desde frutas y hortalizas, con un contenido naturalmente elevado en 
compuestos antioxidantes (Day et al., 2009), hasta alimentos de diseño, en 
los que uno o varios ingredientes han sido añadidos, eliminados, 
concentrados o diluidos. 
Los compuestos antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar los 
radicales libres formados por compuestos oxidantes (Chen et al., 2012), ya 
sean de origen endógeno (resultado de reacciones metabólicas) o de origen 
exógeno (resultado de la exposición a radiación UV o contaminantes 
externos). Por lo general, el ser humano tiene mecanismos de defensa 
natural para neutralizar estos radicales libres, pero pueden no ser suficientes 
y provocar estrés oxidativo. Es entonces cuando aumenta el riesgo de que 
se induzcan alteraciones en determinadas estructuras macromoleculares, 
tales como DNA, proteínas o lípidos, que deriven en el desarrollo de 
carcinogénesis. De acuerdo con esto, la ingesta de compuestos con efecto 
antioxidante a través de la dieta proporcionaría una protección adicional 
frente al estrés oxidativo (Reeve et al., 2010). De entre los zumos de frutas, 
el de mandarina es uno de los más ricos en compuestos antioxidantes, 
destacando por su elevado contenido en vitamina C, carotenoides y 
polifenoles, principalmente hesperidina y narirutina (Codoñer-Franch et al., 
2008; Kelebek y Selli, 2011). Además, el zumo de mandarina resulta un 
sustrato adecuado para el crecimiento de microorganismos con efecto 
probiótico, tales como Lactobacillus salivarius spp. salivarius (Betoret et al., 
2012).  
Se denominan probióticos a aquellos microorganismos vivos que, 
administrados en cantidades adecuadas (> 109 UFC/día), aportan un 
beneficio para la salud del huésped (Messaoudi et al., 2013). En concreto, la 
presencia de L. salivarius spp. salivarius disminuye la viabilidad de 
Helicobacter pylori en el tracto gastrointestinal, contribuyendo a reducir la 
aparición de gastritis e incluso la incidencia de cáncer gástrico (Hsieh et al., 
2012; Ryan et al., 2007). 
Aunque uno de los requisitos que deben reunir los microorganismos 
probióticos para ser incluidos en los alimentos es que han de resistir las 
condiciones de procesado y almacenamiento industrial, lo cierto es que 
todas las operaciones unitarias a las que es sometido un alimento probiótico 
afectan en mayor o menor medida a la concentración microbiana inicial. 
Teniendo en cuenta que la trehalosa es un disacárido no reductor de D-
Glucosa que abunda en hongos, insectos y plantas, en los que realiza una 
función protectora frente al estrés causado por la escasez de agua, la 
elevada concentración de sal o la exposición a altas temperaturas (Li et al., 
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2010; McBride y Ensing, 1987; Newman et al., 1993; Sugawara et al., 2010), 
su incorporación a los alimentos podría favorecer la resistencia de los 
probióticos a las operaciones típicas del procesado de alimentos. 
Efectivamente, las cepas de Lactococcus lactis productoras de trehalosa 
resultan significativamente más resistentes frente a situaciones de estrés 
ácido y shock frío (Carvalho et al., 2011). Además, la  adición de trehalosa 
previamente a la liofilización de Lactobacillus salivarius spp. salivarius 
aumenta notablemente la supervivencia de este microorganismo 
inmediatamente después del proceso y durante su posterior almacenamiento 
(Zayed y Roos, 2004). En relación con otras propiedades funcionales de los 
alimentos, la aplicación de trehalosa también produce un aumento en el 
contenido en antocianinas de fresas liofilizadas (Kopjar et al., 2008). 
Otro aspecto que el consumidor considera importante a la hora de 
escoger un alimento es su calidad organoléptica. Esto cobra gran 
importancia en el caso de los zumos, puesto que contienen una gran 
cantidad de compuestos termolábiles que forman parte de su perfil 
organoléptico. Es por ello que aumenta el interés por desarrollar nuevas 
tecnologías como alternativa a las convencionales (pasteurización), que 
sean más respetuosas con el producto, tanto en términos de funcionalidad 
como de calidad organoléptica (Gómez et al., 2011). Entre ellas, la 
homogeneización por altas presiones se considera una tecnología no 
térmica (aunque la temperatura aumenta por la fricción del orden de 1 
ºC/MPa) que preserva mejor los componentes antioxidantes del zumo en 
comparación con las tecnologías térmicas convencionales (Patrignani et al., 
2013). Esta técnica, que es muy empleada en la industria láctea para reducir 
el tamaño de los glóbulos de grasa (Paquin, 1999) y en la industria de 
fabricación de zumos para disminuir el tamaño de las partículas de celulosa 
en jugos pulposos (Thakur et al., 1995), puede aumentar la supervivencia de 
cepas con efecto probiótico y mejorar sus propiedades funcionales. Esto 
quedó demostrado en ensayos llevados a cabo con cepas de Lactobacillus 
paracasei A13, en los que la aplicación de altas presiones de 
homogeneización aumentó su hidrofobicidad, directamente relacionada con 
su capacidad de adhesión a las células intestinales y su resistencia al 
proceso de digestión (Basson et al., 2007; Tabanelli et al., 2012).  
Por todo lo comentado anteriormente, el presente estudio se plantea con 
el objeto de evaluar el efecto que la concentración de trehalosa y la 
aplicación de altas presiones de homogeneización ejercen sobre las 
propiedades antioxidantes (contenido en fenoles totales, flavonoides totales 
y actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS) y microbianas del 
zumo de mandarina comercial inoculado con Lactobacillus salivarius spp. 
salivarius. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1 Materias primas 
 
Para llevar a cabo este estudio se utilizó zumo de mandarina comercial 
(marca Consum), trehalosa de grado alimentario obtenida a partir de almidón 
de tapioca (TREHATM, Cargill Ibérica, Barcelona, España) y la cepa 
probiótica CECT 4063 de Lactobacillus salivarius spp. salivarius (Colección 
Española de Cultivos Tipo, Universidad de Valencia, Burjassot, Valencia). 
 
2.2. Preparación del zumo probiótico 
 
El primer paso para elaborar un zumo de mandarina con efecto probiótico 
consistió en mezclar el zumo comercial con diferentes cantidades de 
trehalosa, desde 0 hasta 30 g por 100 g de zumo. A continuación, se corrigió 
el pH añadiendo bicarbonato de sodio (unos 10 g/L). Una vez alcanzado un 
valor de pH en torno a 6, se tomó una alícuota equivalente a un 20% del 
volumen total de zumo y se enriqueció con 5 g/L de proteína (levadura fresca 
de panadería). Para evitar la competencia con el microorganismo probiótico, 
este volumen de zumo se esterilizó en un autoclave a 121 ºC durante 20 
min. Una vez enfriado, se mezcló con el zumo restante, se inoculó con 4 
mL/L de medio MRS con un contenido en Lactobacillus salivarius spp. 
salivarius del orden de 109 UFC/mL y se incubó en estufa a 37 ºC durante 24 
horas.  
 
2.3. Proceso de homogeneización 
 
Una vez incubado, el zumo se enfrió hasta temperatura ambiente y se 
homogeneizó a diferentes presiones (0, 20, 50, 100 y 150 MPa) en un 
equipo  de altas presiones a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-
Niro Soavi, Parma, Italia). 
 
2.4. Determinación de propiedades antioxidantes 
 
Los diferentes zumos probióticos se analizaron, antes y después de la 
etapa de homogeneización, en términos de contenido en fenoles totales, 
flavonoides totales y capacidad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS-
TEAC. Todas las determinaciones descritas en este apartado se realizaron, 
al menos, por triplicado. 
 
CONTENIDO EN FENOLES TOTALES 
 
El contenido en fenoles totales se determinó mediante el método de 
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Wolfe et al., 2003) basado en la 
medida a 760 nm de la intensidad de coloración azul que se genera por 
reacción del reactivo de Folin Ciocalteu (mezcla de ácido fosfowolfrámico y 
ácido fosfomolíbdico) con los compuestos fenólicos presentes en la muestra. 
Para ello se mezclaron en un cubeta de espectrofotometría 500 µL del 
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reactivo de Folin-Ciocalteu en una concentración 1 N y 1 mL de muestra 
diluida en agua en una proporción 1:20 (v/v). Tras 5 min en reposo, se 
adicionaron 2,5 mL de carbonato de sodio al 7,5% (m/v). Como referencia se 
utilizó un blanco en el que la muestra se reemplazó por el mismo volumen de 
agua bidestilada. Transcurridos 35 min, se midió la absorbancia a una 
longitud de onda de 765 nm en un espectofotómetro Helios Zeta UV/Vis 
Thermo Scientific. Los resultados obtenidos se compararon con un patrón de 
ácido gálico y se expresaron en mg equivalente de ácido gálico por mililitro 
de muestra (mg EAG/mL).  
 
CONTENIDO EN FLAVONOIDES TOTALES 
  
El contenido en flavonoides totales se determinó mediante el método 
colorimétrico propuesto por Luximon-Ramma et al., (2005). Para ello se 
mezclaron en una cubeta de espectrofotometría 1,5 mL de muestra diluida 
en agua en una proporción 1:5 (v/v) y 1,5 mL de una disolución de cloruro de 
aluminio al 2% (m/v) en metanol. Como referencia se utilizó un blanco en el 
que la muestra se reemplazó por el mismo volumen de agua bidestilada. 
Transcurridos 10 min se midió la absorbancia a una longitud de onda de 368 
nm en un Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. Los resultados obtenidos se 
compararon con un patrón de quercetina y se expresaron en mg 
equivalentes de quercetina por mililitro de muestra (mg EQ/mL) 
 
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL MÉTODO DPPH 
 
Este método se basa en medir el cambio de coloración que experimenta 
una disolución del radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) que, tras 
secuestrar los componentes antioxidantes presentes en la muestra, se 
reduce y pasa de ser morada a tener un color amarillo (Brand-Williams et al., 
1995; Molyneux, 2004). Para ello se mezclaron en una cubeta de 
espectrofotometría 100 µL de muestra diluida en agua en una proporción 1:2 
(v/v) y 2900 µL de una disolución de DPPH 100 µM. Como referencia se 
utilizó un blanco en el que la muestra se reemplazó por el mismo volumen de 
agua bidestilada. Transcurridos 30 min se midió la absorbancia  a 517 nm en 
un espectrofotómetro Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. Los resultados 
obtenidos se compararon con un patrón de DPPH y, por diferencia entre la 
cantidad de DPPH introducida inicialmente en la cubeta y la residual, se 
expresaron en mg de DPPH reducido por mL de muestra (mg DPPHred/mL).  
 
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL MÉTODO ABTS-TEAC 
 
Este método se basa en medir la decoloración que experimenta el catión 
ABTS que, tras secuestrar los componentes antioxidantes presentes en la 
muestra, se reduce y pasa de un color verde-azulado a incoloro. Para 
generar el catión ABTS se preparó una disolución 7 mM de ácido 2,2´-
azinobis (3-etilbenzotiazolín-6-sulfónico) y 2,45 mM de persulfato potásico 
que se incubó en oscuridad durante 16 horas. Una vez liberado el radical, se 
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diluyó en tampón fosfato hasta conseguir una absorbancia de 0,7 ± 0,01 a 
734 nm (Re et al., 1999). A continuación, se mezclaron en una cubeta de 
espectrofotometría 2900 µL de la disolución de trabajo y 100 µL de muestra 
diluida en agua en una proporción 1:20 (v/v). Como referencia se utilizó un 
blanco en el que la muestra se reemplazó por el mismo volumen de agua 
bidestilada. Transcurridos 6 min se midió la absorbancia  a 734 nm en un 
espectrofotómetro Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. Los resultados 
obtenidos se compararon con un patrón de trólox y se expresaron en µM 
equivalentes de trólox por mL de muestra (M ET/mL).  
2.5. Determinaciones microbiológicas 
 
El contenido en L. salivarius spp. salivarius se determinó en los diferentes 
zumos por el procedimiento de dilución seriada en agua de peptona estéril y 
posterior siembra en placa. Dado que  el crecimiento observado en 
condiciones de microaerofilia no mejoraba notablemente, a pesar de tratarse 
de un microorganismo anaerobio facultativo, la siembra se realizó en la 
superficie de placas Petri con agar MRS (Scharlau Chemie®, Barcelona, 
España), que se incubaron a 37 ºC durante 24 horas en condiciones de 
aerobiosis.   
 
2.6. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los resultados se llevó a cabo con el programa 
informático Statgraphics Centurion XVI. Básicamente se realizaron análisis 
de la varianza (ANOVA) multifactoriales con un nivel de confianza del 95% 
(p-valor < 0,05)y un nivel de interacción máximo de orden dos para evaluar 
el efecto de cada uno de los dos factores considerados (concentración de 
trehalosa y presión de homogeneización) sobre la variable respuesta. 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Efecto de la incorporación de trehalosa y la aplicación de altas 
presiones de homogeneización sobre el crecimiento de Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius en zumo de mandarina comercial 
 
En la Figura 1 se muestran los resultados correspondientes al 
crecimiento de Lactobacillus salivarius spp. salivarius en zumo de mandarina 
en función de la concentración de trehalosa (desde 0 hasta 30% en peso) y 
de la presión de homogeneización (desde 0 hasta 150 MPa). En todos los 
casos, los zumos fueron inoculados con 4 mL/L de caldo MRS con un 
contenido microbiano en torno a 1,70 x 109 UFC/mL. 
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Figura 1. Efecto de la concentración de trehalosa y la presión de homogeneización sobre el 
crecimiento de Lactobacillus salivarius ssp. salivarius en zumo de mandarina comercial. 
Como se puede observar, el recuento de viables en el zumo tras aplicar 
presiones de homogeneización por debajo de 100 MPa disminuyó con la 
concentración de trehalosa. Probablemente, al aumentar el contenido en 
solutos del zumo disminuyó su actividad del agua, alejándose su valor del 
óptimo para el crecimiento de las bacterias ácido-lácticas. Sin embargo, la 
adición de trehalosa al zumo de mandarina aumentó la supervivencia del 
probiótico tras aplicar una presión de homogeneización de 100-150 MPa, lo 
que pondría de manifiesto el papel protector que desempeña este disacárido 
frente a condiciones adversas, debidas en este caso al gradiente de presión. 
En cualquier caso, todos los recuentos obtenidos superaron el valor de 106 
UFC/mL, que es la concentración microbiana mínima establecida por la 
International Dairy Federation (IDF, 1992) para que las bacterias puedan 
ejercer su efecto probiótico.   
 
3.2. Efecto de la incorporación de trehalosa y la aplicación de altas 
presiones de homogeneización sobre las propiedades antioxidantes del 
zumo de mandarina comercial inoculado o no con Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius 
 
CONTENIDO EN FENOLES TOTALES 
 
En primer lugar, en la Figura 2 se muestra el efecto que la concentración 
de trehalosa y el crecimiento microbiano ejercen sobre el contenido fenólico 
del zumo de mandarina comercial. Dada la inevitable dilución que los 
compuestos fenólicos del zumo experimentan al incorporar trehalosa, los 
resultados se han expresado en mg equivalentes de ácido gálico por mL de 
zumo equivalente a zumo exento de este disacárido (mg EAG/mL E zumo 
sin T).   
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Figura 2. Contenido en fenoles totales en zumo de mandarina comercial en función de la 
concentración de trehalosa y la presencia de Lactobacillus salivarius spp. salivarius. 
Como se puede observar, el contenido fenólico del zumo se vio 
influenciado tanto por la concentración de trehalosa como por la presencia 
del probiótico. Además, el efecto de cada una de las dos variables 
consideradas se vio afectado por el nivel que presentaba la otra variable. 
Los valores obtenidos para el zumo de mandarina comercial sin trehalosa y 
sin probiótico resultaron similares a los obtenidos por otros autores (Picard, 
2015) en el zumo natural. 
En general, la inoculación y posterior incubación del zumo con L. 
salivarius spp. salivarius aumentó el contenido en fenoles totales del mismo, 
siendo este efecto más evidente a medida que aumenta la cantidad de 
trehalosa incorporada. Similares resultados fueron obtenidos por Hole et al. 
(2012) en un estudio llevado a cabo en granos de cereales, cuyo contenido 
en compuestos fenólicos aumentó tras la fermentación con diferentes cepas 
del género Lactobacillus. Según apuntan estos autores, la presencia de 
determinadas bacterias ácido-lácticas favorece la liberación de ácidos 
fenólicos, aumentando su biodisponibilidad y su detección por medio de 
técnicas espectrofotométricas.  
Por lo que respecta a la concentración de trehalosa, ésta no produjo 
efecto alguno sobre el contenido en fenoles totales del zumo sin inocular, 
mientras que aumentó significativamente el del zumo inoculado. Este efecto 
sería contrario al comentado anteriormente si se tiene en cuenta que el 
aumento en la concentración de trehalosa en el zumo aumenta el estrés 
osmótico y disminuye, tal y como se muestra en la Figura 1, el número de 
bacterias vivas presentes en el zumo. Para explicar este comportamiento 
habría que tener en cuenta otros estudios en los que se ha observado que 
diferentes cepas del género Lactobacillus son capaces de inhibir o consumir 
los compuestos fenólicos al crecer en alimentos ricos en estos antioxidantes 
(Rivas-Sendra et al., 2011; Rodriguez et al., 2009).  
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Por otra parte, en la Figura 3 se muestra el efecto que la concentración 
de trehalosa y la presión de homogeneización ejercen sobre el contenido 
fenólico del zumo de mandarina comercial inoculado e incubado con 
Lactobacillus salivarius spp. salivarius. Como se ha comentado 
anteriormente, los resultados se han expresado en mg equivalentes de ácido 
gálico por mL de zumo equivalente a zumo exento de trehalosa (mg EAG/mL 
E zumo sin T).   
 
 
Figura 3. Contenido en fenoles totales en zumo de mandarina comercial inoculado con 
Lactobacillus salivarius spp. salivarius en función de la concentración de trehalosa y la 
presión de homogeneización. 
De nuevo el análisis estadístico de los resultados reveló un efecto 
significativo (p-valor < 0,05) sobre la variable respuesta, tanto de cada uno 
de los factores considerados, como de la interacción entre ambos.   
Por una parte, el aumento en la concentración de trehalosa en el zumo se 
tradujo en un mayor contenido en compuestos fenólicos, siendo este efecto 
menos acusado al aplicar una presión de homogeneización elevada (150 
MPa). Este resultado confirma el efecto protector de la trehalosa sobre las 
estructuras biológicas en condiciones de estrés. En este caso concreto, la 
trehalosa mejora la supervivencia del probiótico durante la homogeneización 
a 150 MPa (Figura 1), lo que implicaría un mayor consumo de compuestos 
fenólicos del zumo.  
Respecto al efecto de la presión de homogeneización sobre el contenido 
en fenoles totales del zumo, éste resultó más evidente en las muestras más 
concentradas en trehalosa (Z+30%T), en las que el contenido fenólico 
aumentó con la presión desde 0 hasta 20 MPa, pero disminuyó 
progresivamente con la presión desde 20 hasta 150 MPa. Comparando 
estos resultados con los correspondientes al crecimiento microbiano (Figura 
1) se comprueba que la disminución en el contenido fenólico a altas 
presiones (< 20 MPa) coincide con un incremento en el número de células 
vivas capaces de consumir estos compuestos fenólicos.  
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CONTENIDO EN FLAVONOIDES TOTALES 
 
En la Figura 4 se muestra el efecto que la concentración de trehalosa y el 
crecimiento microbiano ejercen sobre el contenido en flavonoides totales del 
zumo de mandarina comercial. Los resultados se expresan en mg 
equivalentes de quercetina por mL de zumo equivalente a zumo exento de 
trehalosa (mg EAG/mL E zumo sin T).   
 
 
Figura 4. Contenido en flavonoides totales en zumo de mandarina comercial en función de 
la concentración de trehalosa y la presencia de Lactobacillus salivarius spp. salivarius. 
En esta ocasión, el efecto de los factores considerados sobre la variable 
respuesta no siguió una tendencia tan clara como la comentada 
anteriormente para el contenido en fenoles totales.  
Como se puede observar, el contenido en flavonoides totales únicamente 
aumentó tras la incubación con el probiótico de los zumos con trehalosa. 
Esto pondría de manifiesto que la supuesta liberación de flavonoides debida 
a la fermentación estaría favorecida por la presencia de este disacárido o 
que en ausencia de trehalosa predomina el consumo de flavonoides frente a 
su liberación debida a la presencia del probiótico.  
Por otra parte, tal y como sucede para el contenido fenólico (Figura 2), el 
aumento en la concentración de trehalosa produjo en los zumos no 
inoculados un ligero descenso en el contenido en flavonoides totales. Este 
fenómeno ha sido constatado por otros autores (Oku et al., 2003; Oku et al., 
2005; Picard, 2015) y explicado de acuerdo a la capacidad de la trehalosa 
para interaccionar con los grupos hidroxilo de estos compuestos, impidiendo 
su reacción con el reactivo empleado en el correspondiente método de 
determinación.  
En la Figura 5 se muestra el efecto que la concentración de trehalosa y la 
presión de homogeneización ejercen sobre el contenido en flavonoides del 
zumo de mandarina comercial inoculado e incubado con Lactobacillus 
salivarius spp. salivarius. Como se ha comentado anteriormente, los 
resultados se han expresado en mg equivalentes de quercetina por mL de 
zumo equivalente a zumo exento de trehalosa (mg EAG/mL E zumo sin T). 
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Figura 5. Contenido en flavonoides totales en zumo de mandarina comercial inoculado con 
Lactobacillus salivarius spp. salivarius en función de la concentración de trehalosa y la 
presión de homogeneización. 
En este caso, el análisis estadístico de los resultados reveló que 
únicamente la concentración de trehalosa produjo un efecto significativo (p-
valor < 0,05) sobre el contenido en flavonoides totales. Excepto en el zumo 
sin homogeneizar, el aumento desde 0 hasta 30 g/100 g de zumo en la 
cantidad de trehalosa añadida implicó un aumento significativo en la 
cantidad de flavonoides detectados. Esta tendencia resulta similar a la 
comentada anteriormente para el caso de los compuestos fenólicos, grupo 
en el que se incluyen los flavonoides.    
 
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
En primer lugar se muestra el efecto que la concentración de trehalosa y 
el crecimiento microbiano ejercen sobre la capacidad antioxidante del zumo 
de mandarina comercial (Figura 6). Los resultados se expresan en mg 
equivalentes de Trólox por mL equivalente a zumo de mandarina sin 
trehalosa (mg ET/mL E zumo sin T, en el caso de aplicar el método ABTS-
TEAC) y en mg de DPPH reducidos por mL equivalente a zumo de 
mandarina sin trehalosa (mg DPPHred/mL E zumo sin T, en el caso de aplicar 
el método DPPH). 
Como se puede observar, la capacidad antioxidante medida por el 
método ABTS-TEAC (Figura 6 a) disminuyó con la adición del probiótico y 
aumentó con la concentración de trehalosa, no siendo significativa la 
interacción entre estos dos factores. Por el contrario, la capacidad 
antioxidante medida por el método DPPH (Figura 6 b) únicamente se vio 
significativamente afectada por la interacción entre ambos factores. Estos 
resultados ponen de manifiesto la diferente reactividad que existe entre los 
compuestos presentes en el zumo y el radical de referencia empleado en 
cada uno de los diferentes métodos. En el caso concreto de la trehalosa, 
dado su carácter hidrofílico, es lógico que presente una mayor afinidad por el 
radical ABTS que por el radical DPPH, menos sensible a antioxidantes 
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hidrofílicos (Gil et al., 2000).En estudios anteriores (Picard, 2015), se 
comprobó experimentalmente que este azúcar proporciona cierto porcentaje 
de inhibición frente al reactivo ABTS. De acuerdo con esto, la mayor 
capacidad antioxidante medida por el método ABTS-TEAC en los zumos 
inoculados sería debida a que, por la capacidad de interacción que posee 
este disacárido con las membranas del microorganismo probiótico (Lins et 
al., 2004), estaría menos disponible para unirse al radical ABTS. Hay por 
otra parte estudios in vivo que indican que en situaciones de estrés por calor, 
la trehalosa disminuye el estrés oxidativo al interaccionar ella misma con los 
radicales libres (Luo et al., 2007). De esta forma se explicaría el mayor 
aumento observado en la capacidad antioxidante medida en el zumo 
probiótico por el método ABTS-TEAC conforme aumenta la concentración de 
solutos y, por tanto, el estrés osmótico. 
     
 
 
Figura 6. Capacidad antioxidante del zumo de mandarina comercial medida por el método 
ABTS-TEAC (a) y por el método DPPH (b) en función de la concentración de trehalosa y la 
presencia de Lactobacillus salivarius spp. salivarius. 
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Finalmente, en la Figura 7 se muestra, tanto para el método ABTS-TEAC 
(Figura 7a) como para el método DPPH (Figura 7b), el efecto que la 
concentración de trehalosa y la presión de homogeneización ejercen sobre 
la capacidad antioxidante del zumo de mandarina comercial inoculado e 
incubado con Lactobacillus salivarius spp. salivarius. 
Como se puede observar, la diferente afinidad entre la trehalosa y los 
radicales ABTS y DPPH se mantiene al aplicar una operación de 
homogeneización al zumo, por lo que el efecto de la presencia de este 
disacárido sobre la capacidad antioxidante de los zumos se ve influenciada 
por el método de determinación empleado.   
En relación a la presión de homogenización aplicada al zumo, ésta no 
afectó de manera significativa la medida de capacidad antioxidante obtenida 
por el método ABTS. Sin embargo, sí que resultó significativo su efecto 
sobre la misma medida obtenida por el método DPPH, siendo la tendencia 
observada dependiente de la concentración de trehalosa en el zumo.   
 
 
Figura 7. Capacidad antioxidante de zumo de mandarina comercial inoculado con 
Lactobacillus salivarius spp. salivarius en función de la concentración de trehalosa y la 
presión de homogeneización, determinada por el método ABTS-TEAC (a) y por el método 
DPPH (b). 
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4. CONCLUSIONES 
 
Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto que: 
 La trehalosa ejerce un efecto protector sobre el microorganismo 
probiótico, que se observa cuando éste se expone presiones de 
homogeneización elevadas (100-150 MPa).  
 La presencia de trehalosa, aunque induce estrés osmótico y, por 
tanto, disminuye la población microbiana y el carácter probiótico 
del producto final, mejora su contenido en fenoles y flavonoides 
totales.   
 Desde el punto de vista microbiológico, las condiciones que 
garantizan un mayor crecimiento del probiótico son aquellas que 
combinan presiones de homogeneización en torno a 100 MPa y un 
contenido en trehalosa que no supere el 10% en peso.  
 En relación a la actividad antioxidante, la adición de un 30% en 
peso de trehalosa al zumo es la que garantiza, con independencia 
de la presión de homogeneización aplicada, una mayor capacidad 
antiradical. 
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